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Mise en évidence des voies de pénétration 
du Phytophthora cactorum (L.et C.) SCHROETER 
dans les pommes 'Golden delicious'. 
Etude réalisée en microscopie électronique à balayage. 
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DEMONSTRATION OF ROUTES BY WHICH PHYTOPHTHORA 

CACTORUM (L. and C.) SCHROETER PENETRATES 
«GOLDEN DELICIOUS» APPLES 

Experiment using scanning electron microscopy 

X. MOURICHON and G. BOMPEIX 

Experimental inoculations of (<Golden delicious» apples with Phy­
tophthora cactorum produced symptoms mainly localised in the 
median zone and the zone with the peduncule. The use of scanning 
electron microscopy and a Ienticel permeability test enabled us to 
define the portais of entry : open Ienticels and ruptured cuticles. 

Parmi les maladies des pommes causées par des champi­
gnons, celle due au Phytophthora cactorum (L. et C.) 
SCHROETER est certainement la moins étudiée tant sur le 
plan écologique que physio-pathologique. Nous avons, dans 
un précédent travail (BOMPEIX et MOURICHON, 1977), 
montré l'importance de cette maladie qui peut se déclarer 
certaines années, aussi bien au verger, lors des mois de 
septembre et octobre, que pendant la conservation, et même 
plusieurs mois après la récolte (figure 1). 

La pénétration du P. cactorum a retenu tout spécialement 
notre attention, car cette espèce n'avait pu être classée dans 
un des groupes de parasites des Pomoïdées habituellement 
distingués (BONDOUX et al., 1969) à savoir les parasites de 
blessures, lenticellaires, oculaires ou pédonculaires. 

La pénétration des Phytophthora spp. dans les organes 
végétaux peut se réaliser suivant des modalités très différen­
tes. 
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RESUME · Des inoculations expérimentales de pommes «Golden 
delicious», par le Phytophthora cactorum font apparaître des symp­
tômes localisés préférentiellement dans les zones médianes et pédon­
culaires des fruits. L'utilisation de la microscopie électronique à 
balayage et d'un test de perméabilité lenticellaire permettent de pré­
ciser les voies de pénétration : lenticelles ouvertes et fractures 
cuticulaires. 

Figure l. Début de symptômes sur le cv 'Golden delicious· 
Les bords festonnés. et digités de la lésion (flèches) son! 
caractéristiques. 
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Elle peut s'effectuer par des voies naturelles comme les 
stomates dans le cas du P. syringae parasite du Foeniculum 
vu/gare (NOVIELLO et SNYDER, 1962). Elle peut égale­
ment avoir lieu entre deux cellules épidermiques comme 
pour le P. cinnamomi, parasite des racines d'avocatier 
(ASSAS M'BILLAUT, 1978) et les Phytophthora nic0tianae 
var. parasitica et P. palmiuora provoquant la pourriture du 
coeur de l'ananas (BOHER, 1976). Parfois même, elle peut 
se réaliser au travers de la cuticule comme pour le P. infes­
lans parasite de la pomme de terre (WOOD, 1967). 

Les propagules infectieuses sont soit les sporocystes, soit 
des zoospores, plus rarement des oospores. 

Dans le cas du P. cactorum, nous avons montré que les 
zoospores sont les propagules les plus efficaces pour la réus­
site de l'infection (MOURICHON, 1979). Cependant, les 
voies de pénétration du parasite dans les fruits n'étaient pas 
connues. En effet, lorsque les fruits sont inoculés expéri­
mentalement par trempage dans les suspensions infectieuses 
et que les premiers symptômes apparaissent, deux cas peu­
vent se présenter : les taches semblent nettement centrées 
sur des lenticelles, ou alors se situent sur des zones cuticulai­
res qui en sont dépourvues (figure 6). A partir de ces obser­
vations nous avons tenté d'infecter les fruits en effectuant 
un très grand nombre d'inoculations ponctuelles sur des 
lenticelles ou sur des zones cuticulaires. Dans ces deux types 
d'essais, nous n'avons jamais réussi à obtenir d'infection. 
Seule une inoculation expérimentale par trempage s'est 
révélée efficace. 

Deux hypothèses nous permettent d'expliquer les échecs 
successifs d'inoculations ponctuelles 

1. l'immersion des fruits dans la suspension infectieuse don­
ne toute chance d'atteindre les quelques sites favorables de 
pénétration, ce que ne permet pas l'inoculation ponctuelle. 

2. Des voies de pénétration non décelables à !'oeil nu, 
expliqueraient le développement des lésions sur des zones 
dépourvues de lenticelles. 

MATERIEL ET TECHNIQUES 

Obtention des inoculums. 

Les conditions d'obtenLion des sporocystes du P. caclo­
rum dépendent étroitement de la présence d'eau libre et de 
lumière. Leur formation se fait suivant des modalités pro­
ches de celles utilisées chez d'autres espèces de Phytophtho­
ra. Après un développement mycélien de quatre à cinq jours 
en boîtes de Pétri sur les milieux «Pois» ou «VS», des dis­
ques de mycélium frontal (10 mm de diamètre) sont préle­
vés à l'emporte-pièce puis déposés, - face portant le mycé­
lium dirigée vers le haut - sur un film d'eau distillée stérile. 
Après 48 heures d'incubation à 20°C et à la lumière, de 
nombreux sporocystes sont observés autour des explantats 
ainsi qu'à leur surface. Pour obtenir les zoospores, les boîtes 
de Pétri sont placées durant une heure à 5°C. La concentra­
tion de zoospores libérées dans le milieu aqueux est maxima-
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le une heure après leur retour à la température ambiante. 
En revanche, pour obtenir une suspension de sporocystes, il 
suffit de les séparer du mycélium par une agitation légère 
durant 15 mn. La suspensior. ainsi obtenue est utilisée 
directement ou après concentration sur filtre Millipore 8 µm 

(50.000 propagules/ml). 
Mode d'inoculation. 

Les fruits sont iuoculés soit par trempage rapide dans 
l'une des suspensions infectieuses, soit par dépôts localisés à 
la micropipette. Immédiatement après l'inoculation, les 
fruits sont placés dans des enceintes balayées par un courant 
d'air à humidité voisine de la saturation à 22°C. 

Techniques de microscopie électronique à balayage (MEB) 

Des fragments de pomme sont prélevés 24 heures après le 
dépôt des sporocystes ou des zoospores. Les prélèvements 
peuvent être aussi effectués plus tard : par exemple, dès 
l'apparition des premiers symptômes (chaque échantillon 
comprenant alors l'ensemble de la tache d'infection). Après 
fixation par la glutaraldéhyde à 4 p. 100 dans le tampon 
cacodylate pendant une heure, les échantillons sont déshy­
dratés dans quatre bains d'alcool de concentrations croissan­
tes puis dans un mélange éthanol-acétone (vol./vol.) et enfin 
dans trois bains d'acétone pure. Ils sont ensuite déshydratés 
par la technique du point critique, puis métallisés par pulvé­
risation d'un mélange or-palladium qui se dépose sous la 
forme d'une fine couche métallique d'environ 200 Â d'é­
paisseur. Nos observations ont été réalisées à l'aide des 
microscopes électroniques à balayage «Cambridge Stereo­
scan 600» et «Cameca MEB 07». 

RESULTATS 

Comportement du parasite à la surface du fruit, avant la 
pénétration. 

Sachant que les sporocystes d'une part, et que les zoospo­
res d'autre part, sont capables d'infecter les fruits, nous 
avons cherché, immédiatement après leur inoculation, à 
étudier leur comportement à la surface de la cuticule, pen­
dant la période précédant la pénétration. Les fruits inoculés 
au hasard par des dépôts ponctuels sont placés à 200c, en 
humidité relative voisine de la saturation pendant 24 heures. 
Les zones inoculées sont ensuite prélevées et traitées pour 
l'observation en MEB. 

Avec les sporocystes, nous observons à la surface de la 
cuticule une germination directe (figures 2, 3 et 4). Le my­
célium qui en est issu, est adhérent à la cire cuticulaire 
(figure 5) et peut atteindre 300 µm de longueur. De plus cet 
examen met en évidence, sur certains échantillons, la pré­
sence de «fractures cuticulaires» (figure 2, f.c.). 

Avec les zoospores, quelle que soit leur concentration, 
nous n'avons jamais retrouvé d'élément fongique à la surfa­
ce de la cuticule. Ceci est sans doute dû à la faible longueur 
des tubes germinatifs issus des zoospores qui ne leur permet 
pas d'adhérer suffisamment pour résister aux traitements 
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préalables à l'étude en MEB. 

Voies de pénétration du mycélium. 

L'étude au MEB immédiatement après inoculation, ne 
permet pas l'observation, à coup sûr, des voies de pénétra­
tion. Pour mieux les situer nous attendons l'apparition des 
micro-taches en recherchant à leur surface des fragments 
mycéliens responsables de l'infection. 

Dans le cas des taches centrées sur lenticelles (figure 7), 
nous retrouvons le parasite sur la cuticule et dans les espaces 
lenticellaires. Dans le cas de taches ne comprenant aucune 
lenticelle, les seuls sites où le mycélium est présent, sont les 
fractures cuticulaires observées précédemment et dans les­
quelles pénètre le parasite (figures 8 et 9). Nous n'avons 
jamais observé de pénétration directe au travers de la 
cuticule. 

Deux voies de pénétration sont donc mises en évidence : 
les lenticelles et les fractures cuticulaires. 

Jusqu'à présent nous n'avons pas examiné si toutes les 
zones du fruit sont également réceptives à la maladie. Pour 
le vérifier, nous avons inoculé des fruits par trempage 
(cv. «Golden delicious») et étudié la répartition des taches 
qui apparaissent dans les trois zones suivantes (figure 10) : 
zone pédonculaire z.p., zone médiane z.m., zone oculaire 
z.o. Afin de déterminer le nombre et la répartition des 
lenticelles ouvertes dans ces trois zones sur un lot de dix 
fruits, nous avons utilisé un test de perméabilité lenticellaire 
(BOMPEIX, 1968), consistant à immerger un lot de pommes 
pendant six heures, à la température ambiante, dans une 
solution aqueuse de bleu de méthylène à 1 p. 1000.Les 
lenticelles entourées d'une auréole bleue résultant de la dif -
fusion du colorant dans les tissus sous-jacents, sont considé­
rées comme ouvertes. Le nombre de lenticelles ouvertes, 
ainsi que le nombre de lésions par fruit et par zone, sont 
indiquées dans le tableau 1. 
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Nous avons défini un rapport de pénétration lenticellaire 
(nombre de lésions par rapport au nombre de lenticelles 
ouvertes, par fruit et par zone). Des valeurs égales de ce 
rapport pour les trois zones, montreraient sans ambiguïté un 
mode de pénétration identique. Or, si ce rapport peut être 
considéré comme équivalent dans les zones médiane et pé­
donculaire, il n'en va pas de même dans la région oculaire 
où, compte-tenu du grand nombre de lenticelles ouvertes, il 
apparaît peu de lésions. Bien que leur nombre soit faible, 
leur répartition peut s'expliquer d'une part par la présence 
des fractures cuticulaires qui, après un test au bleu de 
méthylène suivi d'une étude au microscope, apparaissent 
essentiellement localisées dans les zones pédonculaires et 
médianes des fruits et, d'autre part par les variations du 
degré d'ouverture des lenticelles. Ces dernières sont en effet 
nettement plus ouvertes dans ces deux zones que dans la 
région oculaire (BOMPEIX, 1968). 

Notre étude met en évidence les deux modes de pénétra-
tion du P. cactorum dans les pommes : 

il pénètre par les lenticelles ouvertes, présentant un degré 
d'ouverture élevé, donc localisées préférentiellement dans 
les zones médianes et pédonculaires des fruits. A ce titre 
le P. cactorum peut se classer parmi les parasites lenti­
cellaires au même titre que les Pezicula spp., sans toute­
fois présenter une phase de latence qui caractérise ces 
derniers (BOMPEIX, 1968 ; 1978). 

- il pénètre également par les fractures cuticulaires mises en 
évidence en microscopie électronique à balayage. Ces 
fractures semblent en plus grand nombre dans les zones 
médianes et pédonculaires des pommes. Elles ne sont pas 
visibles à !'oeil nu, ce qui explique l'absence apparente 
de voies de pénétration et la présence de taches non cen­
trées sur les lenticelles ou localisées sur des zones cuticu­
Iaires qui en sont dépourvues. 

Nous remercions Madame MALFATTJ (technicienne 
Université) pour sa participation à ce travail. 

TABLEAU 1 - Répartition du nombre de lenticelles ouvertes sur dix fruits et du nombre de taches de pourriture sur quatre-vingt 
fruits après inoculation expérimentale, suivant les zones pédonculaire , Z.P., médiane, Z.M., et oculaire, Z.O., des pommes. 

Nombre de lenticelles Nombre moyen de Nombre total de Nombre moyen de Rapport de pénétration 
Zones ouvertes/10 fruits lenticelles ouvertes taches/80 fruits taches/fruit (a) lenticellaire a 

/fruit (b) bx 100 

Z.P. 343 34,3 ± 15,25 ]8 0,225 ± 0,092 0,65 
ZM. 1870 187 ± 61,78 86 1,075 ± 0,232 0,57 
z.o. 624 62,4 ± 9,48 10 0,125 ± 0,077 0,20 
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Ô, Figures 2, 3, 4 et 5. ETUDE EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A BALAYAGE DE LA 

GERMINATION, «IN VIVO», DES SPOROCYSTES. 

..,....,, -

• Figures 2 et 3. Développement mycélien (111y) à la surface de la cuticule (eut) à partir de 
la germinal ion direde de deux sporoc) sles ( sp). Noter la présence de fractures cuticulairc, 
(l'c-). Fig11n· :2 : (; ' 2.so. Figure 3 : G X 750. 
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• Figure 4. Délai! d'un sporocyste, après germination directe. L'émission d11 
t11lw ::(Crtt1i11a Lif a eu lieu à proximité de la papille (p ). G x 2500. 
• l·ïgure 5. lJl'lail d11 Ill) l'éli111n (tll) c) à la surface de la eu lieu le, au 11i,·ea11 
de son apex. (; , :2SOU. 

Figure 10. Répartition des zones pédonculaire (z.p.), média­
ne (z.m.) et oculaire (z.o.) suivan t la distance oeil-pédoncule 
du fruit (L. ). 
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Figure 6. Petites taches d'infection apparaissant, soit nettement centrées sur des lenticelles 
(flèches fines), soit situées s11r de, zonPs cuticulaires qui en sont dépourvues (flèches épaisses). 

Figures 7, 8 el 9. ETUDE DE LA PENETRATION EN MICROSCOPIE A BALAYAGE. 

• Figme 7. Détail d'une lenticelle (L) au niveau de laquelle pénètre en plusieurs endroits, 
d11 mycélium (flèches). G x 180. 
• Figure 8. Pénétration du mycélium au niveau d'une fracture cuticulair-e (fc). G x 433 
• Figure 9. Détail de la figure précédente. G x 870. 

- 76.'5 
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